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Primer reporte de Mortierella elongata como patégeno
del cultivo del aguacate en Michoacan, México

First report of Mortierella elongata as a pathogen of avocado crop
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RESUMEN

Antecedentes: Las especies del género Mortierella prosperan usualmente como sapréfitas en el suelo y materia orga-
nica de diversos ecosistemas forestales. Tradicionalmente, se han aislado de los sistemas radicales de diversas especies
vegetales. Adicionalmente, investigaciones realizadas en suelo de cultivo de aguacate para lograr la purificacién de
Pythophthora cinnamomi indican que Mortierella spp. son hongos contaminantes, sin mencionar su patogenicidad.

Objetivo: Esta investigacion tuvo como objetivo identificar la presencia de Mortierella sp. y evaluar su posible patoge-
nicidad en el cultivo del aguacate.

Métodos: Las cepas se aislaron de suelo de huertas ubicadas en los principales municipios productores de aguacate
en el estado de Michoacén. Las cepas fueron identificadas y se sometieron a pruebas de patogenicidad con plantas de
aguacate de tres meses de edad y con plantulas con seis hojas verdaderas.

Resultados y conclusién: Las cepas fueron identificadas morfolégica y molecularmente como Mortierella elongata. El
fitopatégeno causé sintomas de decaimiento en las partes aéreas de las plantulas de aguacate. Este trabajo entonces
demuestra por primera ocasion, que existen cepas del género Mortierella que son patdgenas en plantulas de aguacate.
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ABSTRACT

Background: Mortierella species usually thrive as saprophytes in the soil and organic matter from diverse forest
ecosystems. Traditionally, they have been isolated from the root systems of various plant species. Additionally, research
carried out in avocado soil to achieve the purification of Pythophthora cinnamomi consider that Mortierella spp. are
microbial non-pathogenic contamination.

Objective: Therefore, this research aimed to identify the presence of Mortierella sp. and to evaluate its possible patho-
genicity in avocado crop.

Methods: Strains were isolated from orchard soils of the main avocado producing municipalities in the state of Michoa-
can. The strains were identified and subjected to pathogenicity tests with three months old avocado plants and with
seedlings with six true leaves.

Results and conclusions: The strains were morphologically and molecularly identified as Mortierella elongate. The phyto-
pathogen caused symptoms of decay in the shoots of the avocado seedlings. This work then demonstrates for the first
time that there are strains of the genus Mortierella that are pathogenic to avocado seedlings.
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La produccién mundial del cultivo del aguacate es México, es el principal pais productor y consumidor
de 5 028756 toneladas, siendo el continente ameri- de aguacate en el mundo, con una superficie de 203
cano el principal productor con 68.8 %, seguido del 732 ha, 72.5 % de las cuales se encuentran en el es-
continente Africano con 15.9 % (FAOSTAT, 2013). tado de Michoacén. La produccién nacional es de 1
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878 599 toneladas, con rendimientos promedio de 10
ton/ha y un consumo per capita de 7 Kg (SAGARPA,
2015; SIAP, 2014). Sin embargo, existen diferentes li-
mitantes fitosanitarias, las cuales, reducen significa-
tivamente el rendimiento, ocasionan malformaciones
del fruto e incluso originan la muerte de los arboles
de aguacate. El Oomyceto Phytophthora cinnamomi,
causante de la pudricién del sistema radical, es el fito-
patdégeno de mayor importancia econémica (Ploetz et
al., 1994, Pérez, 2008). Hasta hace algunos afios solo
se mencionaba a P. cinnamomi como el Gnico patdge-
no responsable de esta sintomatologia. Sin embargo,
también existen reportes de fitopatégenos aislados
de tejido de raiz de aguacate como: Cylindrocladium
parasiticum, Cylindrocarpon liriodendri, Nectria li-
riodendri, llyonectria macrodidyma y Phytopythium
vexan; los cuales, logran causar una marchitez gene-
ralizada (Dann et al., 2011; Vitale et al., 2012; Rodri-
guez et al., 2014). El género Mortierella, cuenta con
mas de 100 especies reportadas (Nagy et al., 2011).
Tsao y Guy (1977), en una investigacién realizada con
suelo de cultivo de aguacate para lograr la purifica-
cion de P. cinnamomi indicaron que los hongos del
género Mortierella son contaminantes sin hacer men-
cién de su patogenicidad. Dichos autores propusie-
ron el uso del hymexasol para su inhibicion ya que sin
este ingrediente activo logran desarrollarse un gran
numero de colonias superando significativamente al
oomiceto P. cinnamomi. Por lo anterior, esta investi-
gacion tuvo como objetivo identificar la presencia del
género Mortierella y corroborar su posible patoge-
nicidad en el cultivo del aguacate (Persea americana
Mill., variedad “Hass”).

En los meses de agosto y septiembre de 2014, se
recolectaron muestras de raices en arboles de agua-
cate que presentaban la sintomatologia caracteristica
de muerte descendente conocida como tristeza del
aguacate. El muestreo se efectud en la zona de goteo
y se realizé en 40 huertos de los municipios de Urua-
pan, Peribén, Tancitaro y San Juan Nuevo Parangari-
cutiro, en el estado de Michoacan, México. El aisla-
miento consistié en eliminar el exceso de suelo de las
raices con agua corriente, se realizaron cortes longi-
tudinales menores a 0.5 cm de la zona infectada. Solo
se seleccionaron raices que presentaban coloracion
café obscuro y consistencia quebradiza. Los fragmen-
tos fueron desinfectados con solucién de hipoclorito
de sodio a 3 % durante 3 minutos, seguido de 3 lava-
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dos de agua destilada estéril y sembrados en placas
de Petri con medio V8®-PARPH (Davison y Ribeiro,
1996). Las placas se incubaron a 28 °C por 3 dias. La
purificacion se realizé por la técnica de punta de hifa,
transfiriéndose a cajas Petri con medio de cultivo V8®-
agar, donde crecieron como aislamiento puro, poste-
riormente la identificacién morfoldgica se efectud con
las claves de identificacién de Gams (1977). Para la
identificacién molecular, se utilizé la técnica PCR-ITS;
de las cepas aisladas se extrajo ADN, a partir de 0.2
g de micelio del cultivo puro, de acuerdo a la meto-
dologia de Doyle y Doyle (1990). Para la amplificacion
de la region ITS se emplearon los iniciadores ITS1 (5™-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5- TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3"). Se visualizd el producto
de la reacciéon por medio de electroforesis en gel de
agarosa a 2 %. Este se tifid con GelRed (GenScript®),
se visualizé en un transiluminador; y los productos de
PCR se secuenciaron. Las pruebas de patogenicidad
se realizaron mediante dos técnicas de inoculacién,
la primera con plantas de aguacate de 3 meses de
emergencia y la segunda con plantulas que presen-
taban 6 hojas verdaderas. La técnica de inoculacion
para las plantas de 3 meses de emergencia consistié
en la maceracién del micelio extraido de 5 cajas Petri
de cada cepa (5). Posteriormente se realizé el con-
teo con apoyo de un hemacitémetro; se inocularon 3
plantas por tratamiento en la base del tallo, con 250
mL del macerado a una concentracién de 1 x 10¢ de
propagulos infectivos (Ochoa et al., 2015). Para las
pléntulas de 6 hojas verdaderas se realiz6 una adap-
tacion de la técnica descrita por Engelbrecht y Berg
(2013) y Van den Berg et al. (2007), la cual consistid en
pesar 500 mg de micelio de las cepas en estudio, el
cual fue fraccionado mediante agitacion forzada du-
rante 5 minutos en 150 mL de agua destilada estéril,
de éste se tomaron alicuotas de 50 mL y se colocaron
en frascos de cristal previamente esterilizados que
contenian 100 mL de agua destilada estéril, las raices
de las plantulas fueron lavadas con agua destilada es-
téril para eliminar los residuos del sustrato. Una vez
limpias, fueron introducidas en frascos que contenia
la solucién de Mortierella sp., colocando una plan-
ta por frasco. Dichos unidades fueron mantenidas en
una camara bioclimatica a 23 °C. Adicionalmente,
se utilizaron 3 testigos tratados con agua destilada
estéril y al término de la evaluacién se recuperd el
patégeno en los medios descritos previamente.




Las cepas aisladas se identificaron hasta especie, ob-
servandose hifas hialinas y septadas, clamidosporas
de pared gruesa, esporangios terminales, crecimiento
rapido de 1.65 cm por dia y al llenar las cajas Petri
se observd una macromorfologia colonial en forma
arrosetada. Dichas caracteristicas coincidieron con las
reportadas por Gams (1977) y Tsuneo (2010) para Mor-
tierella. La secuencia obtenida se alineo con la base de
datos del Banco de Genes del National Center for Bio-
technology Information (NCBI) de EUA (www.ncbi.nlm.
nih.gov/), dando como resultado desde un 97 % hasta
un 99 % de similitud con Mortierella elongata (Tabla 1).

TasLa 1. Caracterizacién molecular de los aislamientos de las se-
cuencias reportadas en el banco de genes con las secuencias inter-
génicas (ITS ) de los genes rDNA

Cepa Especie No. DE ACESsO Is
1 Mortierella elongata KU574262.1 99%
2 Mortierella elongata FJ161928.1 98%
3 Mortierella elongata FJ161928.1 97%
4 Mortierella elongata FJ161928.1 97%
5 Mortierella elongata FJ161921.1 97%

La prueba de patogenicidad de las plantas inoculadas
presentaron decaimiento en la parte apical, seguido
de una marchitez generalizada en hojas y tallo. Mien-
tras que las plantas no inoculadas no presentaron nin-
guna sintomatologia. Se tiene conocimiento que el gé-
nero Mortierella es un habitante endémico de bosque,
se encuentra presente como sapréfito en diferentes
ecosistemas y regiones del mundo. Diversos autores
han sefialado que se ha logrado aislar del sistema ra-
dical de diversas especies de plantas pero no existe
informacién de su caracter patolégico (Lumley et al.,
2001; Yadav et al., 2014, Bonito et al., 2014 y Uehling
etal., 2017). A'la fecha este es el primer reporte de una
especie del género Mortierella como agente causal en
plantulas de aguacate. Sin embargo, es necesario con-
tinuar con la evaluacién de la patogenicidad de dife-
rentes cepas en plantas jévenes de aguacate y realizar
un estudio de la interaccién que presenta dicho hongo
con otros fitopatégenos de raiz.
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